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Kanker payudara merupakan kanker dengan prevalensi yang cukup tinggi di dunia 
yaitu yaitu 11,6%, sedangkan di Indonesia prevalensi kanker payudara meningkat 
dari 1,4% pada tahun 2013 menjadi 1,8% pada tahun 2018. ER, HER2 serta EGFR 
merupakan biomarker molekuler untuk prognostik dan prediktif spesifik pada 
pasien dengan kanker payudara. Pemeriksaan status ER, HER2 serta EGFR penting 
dilakukan untuk pemilihan terapi yang tepat. Pengembangan tanaman obat sebagai 
antikanker terus dilakukan, salah satunya adalah kedelai. Tujuan penelitian ini 
adalah untuk mengetahui aktivitas antikanker ekstrak tertarget lunasin (ET-Lun) 
dari biji kedelai secara in silico dan in vitro. Pada pengujian in silico menggunakan 
program Autodock Vina, senyawa aktif pada ekstrak yaitu genistein, daidzein, 
coumesterol, carotene, phytoalexin, serta lunasin sebagai ligan akan dilihat 
ikatannya terhadap protein ER (ERS1 dan ESR2), HER2 dan EGFR. Selanjutnya, 
untuk pengujian in vitro, diamati aktivitas sitotoksik ekstrak menggunakan uji MTT 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide terhadap sel kanker 
payudara MCF-7. Hasil in silico menunjukkan Lunasin dan Genistein mempunyai 
aktifitas yang lebih baik terhadap ESR1 dan ESR2, Coumesterol memiliki aktifitas 
terbaik terhadap HER2 tetapi lunasin tidak memiliki afinitas, sedangkan untuk 
EGFR, afinitas terbaik ditunjukkan oleh Lunasin. Uji in vitro menunjukkan bahwa 
ET-Lun bersifat sitotoksik terhadap sel kanker payudara dengan nilai CC50 103 
µg/mL.  
KESIMPULAN: Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa ET-Lun 
mempunyai aktivitas antikanker payudara secara in silico dan in vitro.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 
Latar Belakang 
Tanaman kedelai (Glycine max (L.) Merr.) merupakan salah satu tanaman 
yang sedang dikembangkan aktivitasnya sebagai obat. Banyak penelitian telah 
dilakukan untuk mengembangkan aktivitas farmakologi senyawa aktif dari kedelai 
diantaranya sebagai antikanker, osteoporosis, gangguan kognitif, penyakit 
kardiovaskuler, gangguan fungsi ginjal, dan lain sebagainya (Kurosu, 2011). 
Konsumsi produk kedelai diketahui dapat menurunkan insiden dan mortalitas 
kanker payudara (Messina, 2016), kanker prostat (Jacobsen, 1998), kanker kolon 
(Yan L, 2010), dan kanker paru (Yang W, 2011).   
Kandungan kimia kedelai yaitu isoflavon (genistein, daidzein, dan glycitein), 
phytic acid, lipid (lecithins, carotene), phytoalexin (zat antimikrobial yang 
disintesis tanaman dan terakumulasi dengan cepat ketika ada infeksi patogen), 
coumesterol (fitoestrogen karena molekul ini berikatan dengan reseptor estrogen), 
saponin, lectin, hemagglutinin, vitamin dan lunasin (Wang W, 2008 dan Kurosu, 
2011). Senyawa yang berperan sebagai antikanker pada kedelai adalah  
isoflavonoid genistein, daidzein, dan glycitein serta lunasin. Isoflavon adalah 
senyawa kelompok flavonoid yang diketahui merupakan antioksidan kuat. Banyak 
manfaat kedelai bagi kesehatan yang didapat dari isoflavon (Kurosu, 2011). 
Meskipun telah dikembangkan penelitian untuk memahami potensi efek antikanker 
isoflavon, namun tidak semua efek antikanker yang terkait dengan konsumsi 
kedelai kemungkinan disebabkan oleh isoflavon. Studi terbaru membuktikan 
bahwa komponen signifikan sebagai antikanker dari kedelai adalah peptida bioaktif  
dengan nama lunasin (Vuyyuri, 2018).  
Permasalahannya adalah harga lunasin komersial ini sangat mahal karena 
biaya sintesis lunasin yang besar dan memakan waktu cukup lama, kurangnya 
metode untuk memperoleh berat lunasin murni dari sumber tanaman (Seber 2012 
dan Krishnan 2015) serta analisis kultivar kedelai yang berbeda menunjukkan 
bahwa kandungan lunasin juga bervariasi secara signifikan (Gonzales, 2004). 
Penelitian Hsieh et al, mengembangkan aktivitas antikanker lunasin dari diet 
protein kedelai/ Soy protein concentrate (SPC) dengan komposisi rendah isoflavon 
dan Lunasin-enriched soy protein concentration (LES) secara in vitro dan in vivo. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa diet protein yang diperkaya lunasin dari 
kedelai dapat menghambat insiden kanker payudara, sehingga dapat digunakan 
sebagai pencegahan kanker payudara (Hsieh et al, 2010).  
Elya dan Kusmardi (2017), mengembangkan aktivitas antikanker ekstrak 
tertarget lunasin (ET-Lun) dari biji kedelai. ET-Lun adalah ekstrak yang didapatkan 
dengan cara mengekstraksi lunasin dari serbuk biji kedelai yang telah dihilangkan 
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lemaknya kemudian diekstraksi menggunakan PBS dengan pH sekitar 7,4 
(Kusmardi, 2019). Dengan menggunakan HPLC didapatkan kandungan lunasin 
pada ET-Lun yaitu 0,861 mg/g ekstrak kedelai. ET-Lun merupakan crude ekstrak 
yang selain mengandung lunasin juga mengandung isoflavon dan senyawa aktif 
lainnya sehingga diharapkan dapat memberikan efek sinergis sebagai antikanker. 
Tujuan jangka panjang adalah menjadikan sediaan ET-Lun sebagai sediaan 
fitofarmaka. Beberapa penelitian yang telah dilakukan terkait aktivitas ET-Lun 
adalah ET-Lun dapat menurunkan ekspresi COX-2 pada dosis 150 mg/ kg BB dan 
200 mg/ kg BB mencit secara signifikan dengan p<0,05 dan penurunan ekspresi 
iNOS pada dosis 150 mg/ kg BB mencit (Wjiasih, dkk, 2017). Penelitian 
selanjutnya pada varietas dan kadar yang sama dari ET-Lun didapatkan aktivitas 
terhadap penghambatan jumlah sel Goblet dan densitas pembuluh darah mikro 
(Putri dkk, 2017), menghambat kanker kolon dengan cara meningkatkan apoptosis 
pada dosis 150 mg/ kg BB mencit dan menurunkan displasia pada dosis 200 mg/ kg 
BB mencit (Amalia, 2017).  Kadar lunasin dalam ekstrak adalah 0,84 mg/g. 
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka perlu dilakukan pengembangan 
penelitian tentang penggunaan ekstrak kedelai kaya lunasin dari kedelai asli 
Indonesia sebagai antikanker payudara. Tujuan penelitian ini adalah menganalisis 
aktivitas antikanker payudara ekstrak tertarget lunasin (ET-Lun) dari biji kedelai 
secara in silico dan in vitro.  
Langkah awal dalam upaya merancang dan mengembangkan obat baru sebagai 
antikanker adalah salah satunya yaitu pendekatan secara in silico. Uji in silico telah 
menjadi metode yang digunakan untuk mengawali penemuan obat baru dan untuk 
meningkatkan efisiensi dalam optimasi aktivitas senyawa induk. Kegunaan uji in 
silico adalah memprediksi, memberi hipotesis, memberi penemuan baru atau 
kemajuan baru dalam pengobatan dan terapi. Salah satu uji in silico dilakukan 
dengan docking molekul kandidat senyawa obat dengan reseptor yang dipilih. 
Docking adalah suatu upaya untuk menselaraskan antara ligan yang merupakan 
molekul kecil ke dalam reseptor yang merupakan molekul protein yang besar. Pada 
penelitian ini akan dianalisis senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak tertarget 
lunasin (ET-Lun) dari biji kedelai asli Indonesia terhadap ER, HER2 dan EGFR 
menggunakan program autodock. Untuk uji in vitro, akan dilakukan uji sitotoksik 
ET-Lun terhadap cell line MCF7 dengan metode MTT dan uji imunositokimianya 
terhadap ekspresi ER, HER2 dan EGFR.  
Urgensi Penelitian 
Lunasin merupakan senyawa yang dapat mencegah kanker, ditemukan pertama kali 
dari semua genotipe yang dianalisis dari koleksi plasma nutfah kedelai yang berasal 
dari AS dan tersedia secara komersial. Masalahnya adalah harga lunasin komersial 
ini sangat mahal. Maka dari itu, perlu dikembangkan penelitian tentang efektifitas 
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antikanker lunasin yang berasal dari kedelai asli Indonesia. Beberapa penelitian 
yang telah dilakukan terkait aktivitas ET-Lun adalah ET-Lun dapat menurunkan 
ekspresi COX-2 pada dosis 150 mg/ kg BB dan 200 mg/ kg BB mencit secara 
signifikan dengan p<0,05 dan penurunan ekspresi iNOS pada dosis 150 mg/ kg BB 
mencit (Wjiasih, dkk, 2017). Penelitian selanjutnya pada varietas dan kadar yang 
sama dari ET-Lun didapatkan aktivitas terhadap penghambatan jumlah sel Goblet 
dan densitas pembuluh darah mikro (Putri dkk, 2017), menghambat kanker kolon 
dengan cara meningkatkan apoptosis pada dosis 150 mg/ kg BB mencit dan 
menurunkan displasia pada dosis 200 mg/ kg BB mencit (Amalia, 2017).  
Penelitian ini merupakan studi lanjutan aktivitas ekstrak tertarget lunasin (ET-Lun) 
sebagai agen antikanker yaitu terhadap kanker payudara dengan metode in silico 
dan in vitro, dimana akan dilakukan uji bioinformatik dengan metode docking 
terhadap biomarker kanker payudara yaitu ER, HER2 dan EGFR, serta uji in vitro 




















BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 
 
State of the art Terkait Penelitian 
State of the Art 
Prevalensi kanker payudara masih tinggi baik di dunia maupun di Indonesia. 
Kanker payudara (KPD) merupakan keganasan yang paling umum pada wanita di 
seluruh dunia (Bray et al, 2018). Menurut data Globocan 2018 menjelaskan bahwa 
prevalensi kanker payudara masih tertinggi sebanding dengan prevalensi kanker 
paru yaitu 11,6%(Globocan 2018). Kanker payudara juga merupakan salah satu 
kanker yang paling banyak ditemukan di Indonesia (Dewi, 2017). Menurut data 
Riskesdas 2018 prevalensi kanker payudara di Indonesia meningkat dari 1,4% 
(Riskesdas 2012) menjadi 1,8%.  
Tanaman kedelai (Glycine max (L.) Merr.) merupakan salah satu tanaman 
yang sedang dikembangkan aktivitasnya sebagai obat. Banyak penelitian telah 
dilakukan untuk mengembangkan aktivitas farmakologi senyawa aktif dari kedelai 
diantaranya sebagai antikanker, osteoporosis, gangguan kognitif, penyakit 
kardiovaskuler, gangguan fungsi ginjal, dan lain sebagainya (Kurosu, 2011). 
Konsumsi produk kedelai diketahui dapat menurunkan insiden dan mortalitas 
kanker payudara (Messina, 2016), kanker prostat (Jacobsen, 1998), kanker kolon 
(Yan L, 2010), dan kanker paru (Yang W, 2011).   
Kandungan kimia kedelai yaitu isoflavon (genistein, daidzein, dan 
glycitein), phytic acid, lipid (lecithins, carotene), phytoalexin (zat antimikrobial 
yang disintesis tanaman dan terakumulasi dengan cepat ketika ada infeksi patogen), 
coumesterol (fitoestrogen karena molekul ini berikatan dengan reseptor estrogen), 
saponin, lectin, hemagglutinin, vitamin dan lunasin (Wang W, 2008 dan Kurosu, 
2011). Senyawa yang berperan sebagai antikanker pada kedelai adalah  
isoflavonoid genistein, daidzein, dan glycitein serta lunasin. Isoflavon adalah 
senyawa kelompok flavonoid yang diketahui merupakan antioksidan kuat. Banyak 
manfaat kedelai bagi kesehatan yang didapat dari isoflavon (Kurosu, 2011). 
Meskipun telah dikembangkan penelitian untuk memahami potensi efek antikanker 
isoflavon, namun tidak semua efek antikanker yang terkait dengan konsumsi 
kedelai kemungkinan disebabkan oleh isoflavon. Studi terbaru membuktikan 
bahwa komponen signifikan sebagai antikanker dari kedelai adalah peptida bioaktif  
dengan nama lunasin (Vuyyuri, 2018).  
Permasalahannya adalah harga lunasin komersial ini sangat mahal karena 
biaya sintesis lunasin yang besar dan memakan waktu cukup lama, kurangnya 
metode untuk memperoleh berat lunasin murni dari sumber tanaman (Seber 2012 
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dan Krishnan 2015) serta analisis kultivar kedelai yang berbeda menunjukkan 
bahwa kandungan lunasin juga bervariasi secara signifikan (Gonzales, 2004). Untuk 
mengatasi masalah ini, maka dapat dilakukan dengan membuat ekstrak tertarget 
lunasin (ET-Lun) dari biji kedelai. ET-Lun adalah ekstrak tertarget lunasin yang 
didapatkan dengan cara mengekstraksi lunasin dari serbuk biji kedelai yang telah 
dihilangkan lemaknya kemudian diekstraksi menggunakan PBS dengan pH sekitar 
7,4 (Kusmardi, 2019).  
Beberapa penelitian yang telah dilakukan terkait aktivitas ET-Lun adalah ET-
Lun dapat menurunkan ekspresi COX-2 pada dosis 150 mg/ kg BB dan 200 mg/ kg 
BB mencit secara signifikan dengan p<0,05 dan penurunan ekspresi iNOS pada 
dosis 150 mg/ kg BB mencit (Wjiasih, dkk, 2017). Penelitian selanjutnya pada 
varietas dan kadar yang sama dari ET-Lun didapatkan aktivitas terhadap 
penghambatan jumlah sel Goblet dan densitas pembuluh darah mikro (Putri dkk, 
2017), menghambat kanker kolon dengan cara meningkatkan apoptosis pada dosis 
150 mg/ kg BB mencit dan menurunkan displasia pada dosis 200 mg/ kg BB mencit 
(Amalia, 2017). Pada penelitian ini akan dikembangkan aktivitas ET-Lun pada 
kanker payudara secara in silico dan in vitro. 
Uji In silico ET-Lun terhadap biomarker kanker payudara (ekspresi ER, 
HER2 dan EGFR) 
High Throughput Screening (HTS) atau Virtual High Throughput Screening 
(vHTS) telah digunakan untuk mempercepat dan efisiensi dalam penemuan dan 
pengembangan obat. Salah satu teknik vHTS yang dapat dilakukan yaitu pengujian 
in silico untuk mengetahui afinitas ligan (senyawa) dengan protein (reseptor). Uji 
in silico telah menjadi metode yang digunakan untuk mengawali penemuan obat 
baru dan untuk meningkatkan efisiensi dalam optimasi aktivitas senyawa induk. 
Kegunaan uji in silico adalah memprediksi, memberi hipotesis, memberi penemuan 
baru atau kemajuan baru dalam pengobatan dan terapi. Salah satu uji in silico 
dilakukan dengan docking molekul kandidat senyawa obat dengan reseptor yang 
dipilih. Docking adalah suatu upaya untuk menselaraskan antara ligan yang 
merupakan molekul kecil ke dalam reseptor yang merupakan molekul protein yang 
besar.20 Pada penelitian ini dilakukan uji in silico beberapa senyawa aktif dari ET-
Lun terhadap ER, HER2 dan EGFR (reseptor).  
Uji in Vitro : uji Sitotoksik ET-Lun terhadap cell line kanker payudara 
(MCF7) dengan metode MTT  
Uji sitotoksisitas ditentukan untuk mendapatkan informasi awal mengenai potensi 
sitotoksisitas senyawa tertentu. Penggunaan uji sitotoksisitas pada suatu sel 
merupakan salah satu cara penetapan secara in vitro untuk mendapatkan obat-obat 
yang sitotoksik. Sistem ini merupakan uji kualitatif dengan cara menetapkan 
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kematian sel. Metode in vitro memberikan berbagai keuntungan, seperti: dapat 
digunakan pada langkah awal pengembangan obat, hanya membutuhkan sejumlah 
kecil bahan yang digunakan untuk kultur primer manusia dari berbagai organ target 
(ginjal, liver, kulit) serta memberikan informasi secara langsung efek potensial pada 
sel target manusia. Parameter yang digunakan dalam uji sitotoksik yaitu nilai IC50.  
Nilai IC50 adalah nilai konsentrasi yang menghasilkan hambatan poliferasi sel 
sebesar 50% dan menunjukan ketoksikan suatu senyawa terhadap sel. Berdasarkan 
sifat ketoksikan suatu senyawa sitotoksik terhadap sel kanker dapat digolongkan 
menjadi empat kategori yaitu kategori sangat toksik jika nilai IC50 ≤ 20 μg/mL, 
kategori sitotoksik moderat atau sedang jika nilai IC50 21-200 μg/mL, kategori 
sitotoksik lemah jika nilai IC50 201-500 μg/mL dan kategori tidak toksik jika nilai 
IC50 ≥ 500 μg/mL. 
Akhir dari uji sitotoksik dapat memberikan informasi konsentrasi obat maksimal 
yang masih memungkinkan sel mampu bertahan hidup. Penetapan jumlah sel yang 
masih bertahan hidup pada uji sitotoksisitas dapat dilakukan dengan berbagai cara 
yang seringkali didasarkan pada parameter kerusakan membran, gangguan sintesis 
dan degradasi makromolekul, modifikasi kapasitas metabolisme serta perubahan 
morfologi sel. MTT assay dapat digunakan untu mengukur proliferasi sel secara 
kalorimetri. Prinsip dari metode MTT adalah terjadiya reduksi garam kuning 
tetrazolium MTT (3-(4,5-dimetil azol-2-il)-2-5 difenil tetra zolium bromid) oleh 
sistem reduktase. Suksinat tetrazolium yang termasuk dalam rantai respirasi dalam 
mitokondria sel-sel yang hidup membentuk kristal formazan berwarna ungu dan 
tidak larut air. Penambahan reagen stopper (bersifat detergenic) akan melarutkan 
kristal berwarna ini yang kemudian diukur absorbansinya menggunakan ELISA 
reader. Intensitas warna ungu yang terbentuk proporsional dengan jumlah sel 
hidup. Sehingga jika intensitas warna ungu semakin besar, maka berarti jumlah sel 



































BAB 3. METODE PENELITIAN 
 
A. Alur Penelitian 
 
 
                                    
                                 Gambar 2. Alur Penelitian 
 
B. Tempat dan Jadwal Penelitian 
1.  Tempat Penelitian  
Penelitian dilakukan di Laboratorium Fitofarmaka UHAMKA, dan 
laboratorium Bioassay Departemen Kimia Kedokteran Universitas Indonesia 
Jakarta. 
2.  Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dari bulan Mei-September 2020 
C. Alat dan Bahan Penelitian 
1.  Alat Penelitian 
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Peralatan yang digunakan adalah timbangan analitik, waterbath, lemari 
pendingin, blender, oven, autoklaf, desikator, mikroskop, Laminar Air Flow (LAF), 
UV Box, inkubator CO2, centrifuge tube (Biologix), microcentrifuge tube 
(Biologix), botol T-flask, microsyringe, yellow tips, blue tips, mikropipet, ELISA 
reader,  Biological Safety Cabinet (BSC), microplate 96 well, vortex mixer, spuit 
10 cc, pipet controller, dan alat-alat gelas yang biasa digunakan di laboratorium. 
2.  Bahan Penelitian 
a) Bahan uji : Ekstrak tertarget Lunasin 
b) Sel uji: Sel uji yang digunakan pada penelitian ini adalah sel MCF-7 kanker 
payudara. 
c) Bahan uji sitotoksik dengan metode MTT assay: akuades, Dulbecco’s modified 
eagie medium (DMEM) (Gibco), Dimetil sukfosida (DMSO) (Biomatik), 
Phospat Buffer Saline (PBS) Biomatik), penisilin-streptomisin (Gibco), Fetal 
Bovine Serum (FBS) (Biosera), 3 (4,5-dimetiltiazol-2il) 2,5 difeni ltetra zolium 
bromida (MTT) (Biomatik), sel kanker MCF7. 
d) Bahan obat pembanding: Doxorubisin.  
 
D.  Prosedur Penelitian 
 
Ektraksi biji kedelai dan Standarisasi ekstrak 
Ekstraksi Biji Kedelai (Kusmardi, 2019) 
1. Biji kedelai kering digiling (tanpa panas) menjadi tepung, kemudian diayak 
menggunakan mesh 40.  
2. Untuk preliminary study, sebanyak 10 g kedelai mentah direndam 
semalaman dalam 25 mL akuades, kemudian dicampur selama 5 menit 
dengan 100 mL Phosphate Buffer Saline/ PBS (75,5 mM natrium fosfat, 
68,4 mM natrium klorida, 10 mM natrium metabisulfit, 20 mM asam 
askorbat) pada pH 7,4. Campuran kemudian disentrifugasi dengan 
kecepatan 4000 × g selama 30 menit pada suhu 4°C. Supernatan disaring 
melalui filter kertas Whatman™ 54 untuk menghilangkan material yang 
tersuspensi. Semua proses ekstraksi dilakukan di ruangan dingin/ cold room 
dan suhu dipertahankan pada 4°C.  
3. Untuk menghilangkan lemak, supernatan (ekstrak kedelai) dicampurkan ke 
dalam 100 mL heksana dan dikocok selama 2 jam. Heksana pada lapisan 
bawah dipisahkan dengan supernatan pada lapisan atas. Supernatan 
disentrifus kembali untuk menghilangkan pelarut heksana. Sentrifugasi 
dilakukan pada 5000 × g selama 10 menit pada suhu 4°C. Supernatan 
kemudian disaring dengan syringe filter 0,45. Pengeringan supernatan 
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menggunakan freeze drying. Serbuk disimpan pada suhu -20o C sebelum 
digunakan untuk langkah berikutnya. 
Perhitungan rendemen ekstrak 
%100
simplisiaserbuk berat 
KLKI)-(eekstrak serbuk berat 
     (%) KLKI)-(eekstrak Rendemen   
Standarisasi Ekstrak Parameter Non Spesifik (BPOM, 2014) 
Kadar air: Lebih kurang 10 gram ekstrak dimasukkan dan ditimbang seksama dalam 
wadah yang telah ditara. Ekstrak tersebut kemudian dikeringkan pada suhu 105°C 
selama 5 jam dan ditimbang. Pengeringan dilanjutkan dan ditimbang pada jarak 1 
jam sampai perbedaan antara 2 penimbangan berturut-turut tidak lebih dari 0,25%. 
Kadar abu tak larut asam: Lebih kurang 2 sampai 3 gram serbuk yang telah digerus 
dan ditimbang seksama dimasukkan ke dalam krus silikat yang telah dipijarkan dan 
ditara, kemudian diratakan. Serbuk selanjutnya dipijarkan perlahan-lahan hingga 
arang habis, kemudian didinginkan dan ditimbang. Jika dengan cara ini arang tidak 
dapat dihilangkan, tambahkan air panas kemudian disaring melalui kertas saring 
bebas abu. Sisa kertas dan kertas saring selanjutnya dipijarkan dalam krus yang 
sama. Masukkan filtrat ke dalam krus, diuapkan, dipijarkan hingga bobot tetap. Abu 
yang diperoleh dididihkan dengan 25 mL asam klorida encer selama 5 menit. 
Bagian yang tidak larut dalam asam dikumpulkan, disaring dengan kertas saring 
bebas abu, dicuci dengan air panas dan dipijarkan dalam krus hingga bobot tetap. 
Kadar abu yang tidak larut dalam asam dihitung terhadap berat bahan uji, 
dinyatakan dalam % b/b 
Cemaran logam berat: Pengujian ini dimaksudkan untuk menunjukkan bahwa 
cemaran logam dengan ion sulfida menghasilkan warna pada kondisi penetapan, 
tidak melebihi batas logam berat yang dipersyaratkan, dinyatakan dalam % (bobot) 
timbal dalam zat uji, ditetapkan dengan membandingkan secara visual seperti yang 
tertera pada pembandingan visual dalam spektrofotometri dan hamburan cahaya 
dengan pembanding larutan baku timbal. Larutan baku: dipipet 2 mL larutan baku 
timbal (20 µg Pb) ke dalam tabung pembanding warna 50 mL dan encerkan dengan 
air hingga 25 mL. pH diatur antara 3,0 dan 4,0 dengan asam asetat 1 N atau 
amonium hidroksida 6 N menggunakan indikator kertas pH pendek sebagai 
indikator eksternal, encerkan dengan air hingga 40 mL, lalu dicampur. 
Larutan Uji: ke dalam tabung pembanding 50 mL masukkan 25 mL larutan uji, atau 
larutkan dan encerkan dengan air hingga 25 mL sejumlah zat uji dalam g yang 






L adalah batas logam berat dalam persen. pH  diatur antara 3,0 dan 4,0 dengan asam 
asetat 1 N atau ammonium hidroksida 6 N menggunakan kertas indikator pH 
rentang pendek sebagai indikator eksternal, kemudian diencerkan dengan air hingga 
40 mL dan dicampur. Larutan Monitor: sebanyak 25 mL larutan yang dibuat sama 
seperti larutan uji dimasukkan ke dalam tabung pembanding warna bervolume 50 
mL dan ditambahkan 2,0 mL larutan baku timbal. pH diatur antara 3,0 dan 4,0 
dengan asam asetat 1 N atau ammonium hidroksida 6 N menggunakan kertas 
indikator pH rentang pendek sebagai indikator eksternal, kemudian diencerkan 
dengan air hingga 40 mL dan dicampur. Prosedur: Kedalam tiap tabung dari 3 
tabung yang masing-masing berisi larutan baku, larutan uji dan larutan monitor 
tambahkan 10 mL hidrogen sulfida LP yang dibuat segar, campur, diamkan selama  
5 menit. Amati permukaan dari atas pada dasar putih: warna yang terjadi pada 
larutan uji tidak lebih gelap dari warna yang terjadi pada larutan baku, dan intensitas 
warna pada larutan monitor sama atau lebih kuat dari larutan baku 
Cemaran mikroba 
Angka lempeng total (ALT): Disiapkan 5 buah tabung atau lebih yang masing-
masing telah diisi dengan 9 mL pengencer PDF (Pepton Dilution Fluid). Dari hasil 
homogenisasi pada penyiapan contoh dipipet pengenceran 10-1 sebanyak 1 mL ke 
dalam tabung yang berisi pengencer PDF pertama hingga diperoleh pengenceran 
10-2 dan dikocok hingga homogeni. Dibuat pengenceran selanjutnya hingga 10-6 
atau sesuai dengan yang diperlukan. Dari setiap pengenceran dipipet 1 mL ke dalam 
cawan petri dan dibuat duplo. Ke dalam tiap cawan petri dituangkan 15-20 mL 
media Potato dextrose agar/ PDA. Cawan petri segera digoyang dan diputar 
sedemikian rupa hingga suspense tersebar merata. Untuk mengetahui sterilitas 
media dan pengencer dibuat uji control (blangko). Pada satu cawan hanya diisi 1 
mL pengencer dan media agar, dan pada cawan yang lain diisi pengencer dan 
media. Setelah media memadat, cawan petri diinkubasi pada suhu 35-37°C selama 
24-48 jam dengan posisi terbalik. Jumlah koloni yang tumbuh diamati dan dihitung. 
Uji Nilai Duga Terdekat (Most Probable Number/MPN) Koliform: Disiapkan 5 
tabung reaksi masing-masing berisi 9 mL PDF. Dari hasil homogenisasi pada 
penyiapan contoh dipipet 1 mL pengenceran 10-1 ke dalam tabung PDF pertama 
hingga diperoleh suspensi dengan pengenceran 10-2 dan dikocok sampai homogen. 
Dibuat pengenceran selanjutnya hingga 10-6. Untuk setiap pengenceran disiapkan 3 
tabung berisi 9 mL MacConkey Broth (MCB) yang dilengkapi tabung Durham. Ke 
dalam tiap tabung dari masing-masing seri dimasukkan 1 mL suspensi pengenceran. 
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24-48 jam. Setelah 24 jam dicatat dan diamati 
adanya gas yang terbentuk di dalam tiap tabung. Kemudian inkubasi dilanjutkan 
hingga 48 jam dan dicatat tabung-tabung yang menunjukkan gas positif. 
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Penetapan Angka Kapang/Khamir: Disiapkan 3 buah tabung yang masing-masing 
telah diisi 9 mL Air Suling Agar (ASA). Dari hasil homogenisasi pada penyiapan 
contoh dipipet 1 mL pengenceran 10-1 ke dalam tabung ASA pertama hingga 
diperoleh pengenceran 10-2, dan dikocok sampai homogeni. Dibuat pengenceran 
selanjutnya hingga 10-4. Dari masing-masing pengenceran dipipet 0,5 mL, 
dituangkan pada permukaan Potato Dextrose Agar (PDA), segera digoyang sambil 
diputar agar suspensi tersebar merata dan dibuat duplo. Untuk mengetahui sterilitas 
media dan pengencer, dilakukan uji blangko. Ke dalam satu cawan petri dituangkan 
media dan dibiarkan memadat. Ke dalam cawan petri lainnya dituangkan media dan 
pengencer, kemudian dibiarkan memadat. Seluruh cawan petri diinkubasi pada 
suhu 20-25°C selama 5-7 hari. Sesudah 5 hari inkubasi, dicatat jumlah koloni jamur 
yang tumbuh, pengamatan terakhir pada inkubasi 7 hari. Koloni ragi dibedakan 
karena bentuknya bulat kecil-kecil putih hampir menyerupai bakteri.  
Skrining fitokimia ekstrak ET-Lun 
Uji alkaloid:100 mg ekstrak dimasukkan ke dalam 3 tabung tabung reaksi, 
ditambahkan 1 mL HCL 2N dan 9 mL akuades, dipanaskan di atas penangas air 
pada suhu 100°C selama 2 menit, kemudian didinginkan dan disaring. Tabung 
pertama ditambahkan pereaksi Bouchardat. Tabung kedua ditambahkan pereaksi 
Dragendorf dan tabung ketiga ditambahkan pereaksi Mayer masing-masing 
sebanyak 3 tetes. Terbentuknya endapan oranye-kecoklatan pada tabung dengan 
pereaksi Dragendorf dan endapan putih hingga kekuningan dengan pereaksi Mayer 
menunjukkan adanya alkaloid. Penambahan pereaksi Bouchardat akan membentuk 
endapan cokelat merah. 
Uji flavonoid:100 mg ekstrak ditimbang dan ditambahkan 10 mL air panas, 
didihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas dengan kertas saring. 
Filtrat sejumlah 5 mL dipipet lalu ditambahkan 100 mg serbuk magnesium dan 10 
tetes HCl pekat, jika terjadi warna merah jingga sampai merah ungu, menunjukkan 
adanya flavonoid. 
Saponin: Ekstrak sebanyak 0,5 g dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 
10 mL air panas, dinginkan dan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik. 
Terbentuk buih yang menetap selama tidak kurang dari 10 menit setinggi 1-10 cm. 
Pada penambahan HCl 2 N, buih tidak hilang. 
Uji steroid:100 mg ekstrak ditambahkan 2 mL etanol dalam reaksi, dipanaskan 
sebentar, kemudian didinginkan dan disaring. Filtrat diuapkan lalu ditambahkan 
eter sebanyak 3 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes H2SO4 (p), terjadinya 
perubahan warna hijau menunjukkan ada steroid 
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Uji polifenol: FeCl3 (5% b/v, dilarutkan dalam air). Ditambahkan beberapa tetes 
larutan tersebut ke dalam ekstrak, maka akan menghasilkan warna biru, hitam 
kebiruan atau hijau kebiruan yang menandakan ada senyawa polifenol. 
Uji tannin: Ekstrak sebanyak 100 mg dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu 
ditambahkan 2 mL akuades, didihkan di atas penangas air pada suhu 100oC selama 
5 menit kemudian didinginkan dan disaring. Filtrat ditambahkan 10% gelatin, jika 
terbentuk endapan bewarna putih maka menunjukkan ada senyawa tanin. 
Uji triterpenoid: Ekstrak sebanyak 100 mg dimasukkan ke dalam tabung reaksi, 
ditambahkan 2 mL etanol, dipanaskan di atas penangas air kemudian didinginkan 
dan disaring. Filtrat diuapkan lalu ditambahkan 3 tetes asam asetat anhidrat dan 1 
tetes asam sulfat pekat. Jika terjadi perubahan warna merah atau ungu menunjukkan 
ada senyawa triterpenoid dan warna hijau menunjukkan terpenoid 
positif.Penambatan molekul dilakukan dengan menambatkan macromolekul dan 
menambatkan ligan-ligan yang telah dibuat dalam bentuk 3D, kemudian digunakan 
program Autodock untuk proses docking. Skor energi terendah dan konstanta 
inhibisi yang terkecil yang diperlukan untuk interaksi ligan dengan protein dapat 
dikatakan sebagai konformasi terbaik. 
Uji In vitro: Uji Sitotoksik dengan MTT 
Alat dan bahan 
Alat: LAF, lemari pendingin, microsyringe, microplate 96 well, inkubator CO2, 
ELISA reader. Bahan: ekstrak (e-KLKI), imatinib, cell line MCF7, PBS, medium 
komplit DMEM, Serbuk MTT, alumunium foil, DMSO  
Cara kerja 
Pembuatan Larutan Phospat Buffer Saline (PBS) 
Sebanyak 1 tablet PBS dilarutkan dalam 100 ml akuades, lalu disaring 
menggunakan microsyringe. Kemudian masukan ke dalam T-flask yang dilakukan 
didalam Laminar Air Flow (LAF), lalu disimpan di lemari pendingin (CCRC 2013). 
Pembuatan Medium Komplit (MK) 
Pembuatan medium komplit yaitu FBS 10% sebanyak 50 ml. Penisilin- 
streptomisin 1% sebanyak 5 ml, dan DMEM sebanyak 500 ml. kemudian dicampur 
hingga homogen dan saring meggunakan microsyringe lalu tampung ke dalam 






Serbuk MTT sebanyak 20 mg dimasukan ke dalam wadah yang telah disterilkan, 
kemudian dilarutkan dalam PBS sebanyak 5 ml hingga larut yang dilakukan 
didalam Laminar Air Flow (LAF), lalu disimpan di lemari es dengan wadah tertutup 
alumunium foil (CCRC 2013). Pembuatan Larutan Uji 
Sebanyak 10 mg ekstrak e-KLKI dibuat larutan ke dalam 1 mL DMSO, kemudian 
larutan ini dijadikan larutan baku dengan konsentrasi 10.000 µg/ml (CCRC 2010). 
Kemudian dari larutan baku dibuat larutan uji dengan seri konsentrasi 7,5; 15; 30; 
60; 120; 240; 480; dan 960 μg/ml. Pembanding yang digunakan yaitu tamoksifen 
dengan konsentrasi 1; 2; 4; 8; 16; 32: 64; dan 128 µg/ml sebagai kontrol positif 
(CCRC 2013). Dari konsentrasi larutan uji dan pembanding tersebut dibuat 
replikasi sebanyak tiga kali.  
Uji Sitotoksisitas dengan Metode MTT Assay 
Pengujian sitotoksisitas dilakukan dengan menggunakan microplate 96 well. 
Suspensi sel sebanyak 100 µl yang didapat dari medium komplit dan sel 
dimasukkan ke dalam setiap sumuran pada plat kultur jaringan, kemudian 
dimasukkan ke dalam inkubator CO2 selama 24 jam pada suhu 37
oC, setelah di 
inkubasi 24 jam microplate 96 well dibalik untuk membuang medium hingga 
terbuang sempurna. Setelah itu masukkan larutan uji pada masing-masing sumuran 
sebanyak 100 µl dengan konsentrasi yang ditentukan pada setiap sumuran secara 
triplo dan dimasukkan kembali ke dalam inkubator CO2 selama 24 jam pada suhu 
37oC. Selanjutnya microplate 96 well dibalik untuk membuang sisa cairan sel. 
Setelah cairan sel terbuang, ditambah 100 µl larutan MTT ke dalam setiap sumuran. 
Kemudian sel diinkubasi selama 4 jam ke dalam inkubator CO2 pada suhu 37
oC. 
Lalu microplate 96 well dibalik untuk membuang mediumnya. Setelah itu 
masukkan DMSO sebanyak 100 µl pada sumuran untuk melarutkan kristal 
formazan. Kemudian serapan dibaca menggunakan ELISA reader pada panjang 
gelombang 630 nm (CCRC 2013). 
Uji insilico 
Alat dan Bahan  
Autodock tools-1.5.6 
website yaitu: https://www.rcsb.org/ dan https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Cara kerja 
Untuk memprediksi ikatan senyawa dengan protein ER, HER2, dan EGFR 
yang berperan pada karsinogenesis kanker payudara, dilakukan analisis ikatan ligan 
dengan protein ER, HER2, dan EGFR menggunakan metode molecular docking. 
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Pada penelitian ini, uji dilakukan menggunakan perangkat lunak Autodock Tools-
1.5.6 
E. Analisis data 
Data absorban yang diperoleh dari hasil pengukuran ELISA reader dapat 
ditentukan presentase sel yang terhambat. Hasil persen penghambatan yang 
dihasilkan dalam pengujian digunakan untuk menghitung nilai IC50 dengan analisa 
Probit. Dari data ini dibuat regresi linear hubungan antara logaritma konsentrasi 
sebagai X dengan nilai probit ke dalam persamaan Y. IC50 diperoleh dengan cara 
memasukkan nilai 5 sebagai probit ke dalam persamaan linear lalu hasil substitusi 
di antilogaritma. Hasil tersebut merupakan nilai IC50 (CCRC 2013). 
  


























BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Hasil determinasi tanaman, ekstraksi dan standarisasi ekstrak 
a. Determinasi dan ekstraksi tanamam 
Biji kedelai (Glycine max (L.) Merr) varietas Grobogan diperoleh dan 
diidentifikasi di Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian, Pusat 
Penelitian dan Pengembangan Tanaman Pangan, Balai Penelitian Tanaman 
Aneka Kacang dan Umbi (Balitkabi) Malang, Jawa Timur (Lampiran 2). Hasil 
ekstraksi diperoleh berat ekstrak yaitu 255,331 gram (Tabel 4.1). Hasil 
pengamatan organoleptis menunjukkan ekstrak yang didapat berupa ekstrak 
kental, dengan bau yang khas, dan bewarna coklat (Tabel 4.2)  
Tabel 1. Hasil Ekstraksi Biji Kedelai Varietas Grobogan 
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b. Standarisasi Mutu Ekstrak 
Uji standarisasi mutu ekstrak diperoleh, kadar air ekstrak adalah 
29,82%, kadar abu 2,75%, dan rendemen 8,66 %. Perhitungan rendemen 
terdapat pada Lampiran 3. Pemeriksaan skrining fitokimia didapatkan bahwa 
ET-Lun mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, terpenoid dan 
glikosida (Tabel 4.3). Hasil pemeriksaan kadar air, kadar abu, kadar protein, 
total flavonoid dan cemaran mikroba serta cemaran logam terdapat pada Tabel 
4.4.  
Tabel 2. Karakterisasi Ekstrak ET-Lun 
Uji Organoleptik Rendemen  
Ekstrak(%) 
Bentuk Bau Warna  







Tabel 3. Hasil Uji Skrining Fitokimia ET-Lun 

















Keterangan: (+) = Ada; (-) = Tidak Ada 
 
Tabel 4. Hasil Uji Standarisasi Ekstrak ET-Lun 





Cemaran logam berat 
      Pb 
      Cd 
Cemaran mikroba 
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4.2 Uji in silico 
Docking dilakukan dengan piranti Autodock Vina, dengan melakukan 
preparasi ligan dan protein. Ligan yang akan dievaluasi adalah lunasin, carotene, 
coumesterol, dadzein, genistein dan phytoalexin; yaitu merupakan senyawa-
senyawa aktif yang terdapat dalam kedelai. Parameter yang diamati pada uji in 
silico adalah energi bebas ikatan (ΔGbinding), afinitas (konstanta inhibitor), ikatan 
hidrogen, residu asam amino dan konformasi struktur ligan dengan reseptor ER 
(ESR1 dan ESR2), HER2 serta EGFR. Hasil docking dengan parameter energi 




Tabel 5. Energi Bebas Gibbs (ΔG), Konstanta Inhibitor, dan Ikatan Hidrogen, 











Ikatan Hidrogen  
Reseptor ESR1 (5T92) 
Lunasin  -5,0005 12,426 14 Asp 321, Phe 367, Asp 369, Asp 
369, Asp 369, Leu 370, Thr 371, 
Gln 375, Glu 397, Glu 443, Ala 307, 
Leu 308, Ile 326, Lys 362 
Carotene -6,8835 3,908 - - 
Coumesterol -8,0939 7,093 1 Glu 353 
Dadzein -8,8523 5,753 2 Leu 370, Lys 362 
Genistein -9,4439 4,293 1 Asp 321 
Phytoalexin  -6,7596 5,954 1 Thr 347 
 
Reseptor ESR2 (1X7B) 
Lunasin  -2,8762 13,376 14 Ser 283, Ser 286, Ser 286, Asp 303, 
Asp 303, Asp 489, Asp 489, Thr 
613, Ala 287, Lys 300, Lys 300, Lys 
304, Lys 605, Lys 605 
Carotene -6,0757 3,040 - - 
Coumesterol -8,4775 4,377 2 Asp 489, Lys 300 
Dadzein -8,5833 4,695 1 Asn 496 
Genistein -10,4002 9,246 2 Glu 389, Ser 423 
Phytoalexin  -6,7754 3,606 - - 
 
Reseptor HER2 (5MY6) 
Lunasin  2,7079 5,838 7 Gln 362, Gln 362, Asn 388, Gln 
398, Gln 398, Glu 401, Glu 401 
Carotene -6,2611 7,703 - - 
Coumesterol -6,1025 8,466 - - 
Dadzein -7,3067 7,823 2 Thr 68, Thr 68 
Genistein -6,3292 8,979 1 Lys 368 
Phytoalexin  - - - - 




Hasil uji in silico menunjukkan bahwa semua ligan mempunyai afinitas ikatan 
terhadap ESR1, ESR2, dan EGFR (ΔG<0). Selanjutnya, ikatan ligan dengan HER2, 
menunjukkan lunasin tidak memiliki afinitas karena energi bebas Gibbs besar dari 
0. Lunasin dan Genistein memberikan afinitas terbaik terhadap ESR1, ESR2, dan 
EGFR, sedangkan afinitas terbaik terhadap HER2 ditunjukkan oleh daidzein dan 
coumesterol (Tabel 1). Ikatan ligan dengan reseptor menunjukkan Lunasin dapat 
terikat pada reseptor estrogen reseptor. 
 Interaksi/ ikatan ligan dengan reseptor ER, HER2, dan EGFR, ditunjukkan 
oleh gambar 4.1, 4.2, dan 4.3. 
 
 
Gambar 3. Interaksi Lunasin dengan ER 
Lunasin  -3,1974 25,183 14 Glu 709, Glu 709, Glu 749, Leu 
782, Ser 784, Ser 784, Glu 709, Arg 
803, Arg 841, Val 876, Val 876, Lys 
913, Lys 913, Lys 913 
Carotene -8,3510 12,139 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 
846, Lys 852 
Coumesterol -9,7183 14,323 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 
846, Lys 852 
Dadzein -9,2115 13,109 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 
846, Lys 852 
Genistein -10,4368 12,695 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 
846, Lys 852 
Phytoalexin  -8,0671 11,828 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 




Gambar 4. Interaksi Lunasin dengan HER2 
 
 








4.3 Uji in vitro sitotoksik dengan metode MTT 
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental secara invitro untuk 
mengamati pengaruh pemberian Ekstrak tertarget Lunasin (ET-Lun) dibandingkan 
dengan kontrol positif yaitu 5-Fluorourasil (5-FU), kontrol negatif (sel tanpa 
perlakuan) pada sel MCF-7. Pengukuran yang dilakukan adalah uji sitotoksisitas 
dengan mencari konsentrasi optimal yang dapat menghambat populasi sel MCF7 
sebesar 50% atau cytotoxicity concentration (CC50) antara ekstrak kedelai dengan 
kandungan Lunasin dan 5-FU. 
Dari uji sitotoksisitas ini dapat diketahui kisaran konsentrasi zat yang 
berefek toksik terhadap sel kanker. Konsentrasi ekstrak kedelai dan 5-FU yang 
dipakai adalah antara 250-0,9 µg/mL dengan waktu inkubasi 24 jam. Kurva 
menunjukkan bahwa perlakuan ekstrak kedelai terhadap sel kultur kanker payudara 
MCF-7 dapat menginduksi kematian sel. Hal ini terlihat dengan menurunnya 
selaras dengan besarnya konsentrasi kedua senyawa uji yang diberikan terhadap 
persentase sisa sel MCF-7 yang hidup. Namun, 5-FU di sel MCF-7 belum 




Gambar 6. (A) Kurva standar uji sitotoksisitas ekstrak kacang kedelai dan 5-
FU. (B) Konsentrasi bertingkat 5-FU terhadap sel MCF-7 menunjukkan 
konsentrasi CC50 adalah *280 µg/mL.  
 
 




















Konsentrasi ekstrak kedelai kaya 
Lunasin (µg/ml)Rata-rata sel hidup





























Uji in silico 
High Throughput Screening (HTS) atau Virtual High Throughput 
Screening (vHTS) telah digunakan untuk mempercepat dan efisiensi dalam 
penemuan dan pengembangan obat.1-2 Salah satu teknik vHTS yang dapat 
dilakukan yaitu pengujian in silico untuk mengetahui afinitas ligan (senyawa) 
dengan protein (reseptor).2 Uji in silico telah menjadi metode yang digunakan 
untuk mengawali penemuan obat baru dan untuk meningkatkan efisiensi 
dalam optimasi aktivitas senyawa. Kegunaan uji in silico adalah memprediksi, 
memberi hipotesis, memberi penemuan baru atau kemajuan baru dalam 
pengobatan dan terapi. Salah satu uji in silico dilakukan dengan docking 
molekul kandidat senyawa obat dengan reseptor yang dipilih.3,2  
Molekular docking dapat memprediksi orientasi dari suatu molekul ke 
molekul yang lain ketika berikatan membentuk kompleks yang stabil dan 
metode untuk mencari posisi optimal ligan terhadap sisi aktif pengikatan dari 
struktur target (reseptor). Pada penelitian ini, parameter yang diamati pada uji 
in silico adalah energi bebas ikatan (ΔGbinding), afinitas (pKi= konstanta 
inhibitor), ikatan hidrogen, residu asam amino dan konformasi struktur ligan 
dengan reseptor. Senyawa aktif pada biji kedelai yaitu genistein, daidzein, 
coumesterol, carotene, phytoalexin serta lunasin, sebagai ligan, akan dilihat 
ikatannya terhadap protein ER (ESR1 dan ESR2), HER2, dan EGFR, yang 
merupakan biomarker molekuler untuk prognostik dan prediktif spesifik pada 
kanker payudara.  
Kestabilan dan kekuatan interaksi non-kovalen pada kompleks 
reseptor-ligan dapat dilihat dari besarnya energi bebas yang dilepaskan saat 
berinteraksi pada pembentukan kompleks reseptor-ligan. Analisis energi 
bebas ikatan (ΔG) dan afinitas (pKi) berkaitan dengan afinitas pengikatan. 
Afinitas pengikatan merupakan ukuran kemampuan obat untuk berikatan 
dengan pada reseptor.4 Nilai ΔG < 0 menggambarkan bahwa ligan uji 
memiliki afinitas pada sisi aktif reseptor. Semakin negatif nilai ΔG dan 
semakin besar pKi menunjukkan afinitas ligan yang semakin tinggi dan 
semakin stabil ikatannya.4   
Hasil penelitian menunjukkan bahwa semua ligan mempunyai afinitas 
ikatan terhadap ESR1, ESR2 dan EGFR (ΔG<0). Lunasin dan Genistein 
mempunyai aktifitas yang lebih baik terhadap ESR1, ESR2 dan EGFR. Hal 
ini disebabkan karena Lunasin mempunyai nilai afinitas (pKi) tertinggi, 
sedangkan Genistein mempunyai skor energi terendah. Afinitas ligan 
terhadap HER2, didapatkan Dadzein memiliki aktifitas terbaik terhadap 
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HER2 karena mempunyai ΔG terendah (-7,3067), sedangkan lunasin tidak 
memiliki afinitas karena energi bebas Gibbs besar dari 0 (Tabel 1). 
Selain ΔG dan pKi, untuk memprediksi afinitas pengikatan kompleks 
yang terbentuk antara reseptor dengan ligan, dapat juga digunakan parameter 
ikatan hidrogen. Ikatan hidrogen merupakan gaya intermolekul atau 
intramolekul yang terjadi antara atom yang memiliki keelektronegatifan 
tinggi dengan atom hidrogen yang terikat secara kovalen pada suatu atom 
elektronegatif. Semakin banyak ikatan hidrogen, maka semakin baik ikatan 
ligan dengan reseptor. Ikatan hidrogen merupakan ikatan utama yang menjaga 
kestabilan protein.5 Berdasarkan hasil uji in silico diperoleh, ikatan hidrogen 
terbanyak ditemukan pada senyawa lunasin, baik terhadap reseptor ESR1, 
ESR2, dan EGFR. Ligan uji dengan residu asam amino dan ikatan hidrogen 
yang mendekati ligan alami menunjukkan kemiripan jenis interaksi dalam hal 
ini menggambarkan kemiripan aktivitas.1 
Hasil studi literatur menjelaskan bahwa active site ESR1 menurut data 
RSCB (https://www.rcsb.org/) adalah pada posisi 347, 350, 353, 384, 387, 
388, 394, 404, 421, 424, 524 dan 525, sedangkan data ncbi 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) menunjukkan ligand binding site ESR1 pada 
posisi 346, 351, 353, 387, 394, 521, 524 dan active site pada posisi 309-546. 
Pada Tabel 1, semua ligan mempunyai ikatan pada range sisi aktif yaitu 309-
546, kecuali dadzein yang juga terikat pada Lys 362. Berdasarkan studi 
literatur, mekanisme kerja ligan terhadap ESR1 (5T92) adalah sebagai 
antagonis ERα dan Selective Estrogen Receptor Degrader (SERD).6   
Active site ESR2 menurut data RSCB (https://www.rcsb.org/) adalah 
pada posisi 295, 298, 305, 339, 340, 343, 346, 378, 475, 476. Data data ncbi 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) menunjukkan ligand binding site ESR2 pada 
posisi 298, 303, 305, 339, 346, 473, 476. Pada Tabel 1, lunasin merupakan 
ligan yang memiliki kemiripan aktivitas dengan ESR2 karena menunjukkan 
interaksi pada sisi aktif yang sama yaitu pada Asp 303. Hasil in silico 
menunjukkan Lunasin dan Genistein mempunyai afinitas yang tinggi 
terhadap reseptor estrogen. Hasil interaksi juga menunjukkan adanya ikatan 
antara Lunasin dengan reseptor estrogen (Gambar 2). Mekanisme kerja ligan 
terhadap ESR2 (1X7B) adalah sebagai agonis ESR2, yang berperan sebagai 
antiproliferasi.7 
Selanjutnya, active site HER2 menurut data RSCB 
(https://www.rcsb.org/) adalah pada posisi 187, 188, 192, 193, 194, 195, 252, 
259, 404, 405, 429, 459, sedangkan data ncbi 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) menunjukkan ligand binding site HER2 
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pada posisi 726, 727, 729, 734, 751, 753, 774, 798, 799, 801, 849, 850, 852, 
863, 720 – 976. Tabel 1 menunjukkan tidak ada ligan yang mempunyai 
pengikatan pada sisi aktif sehingga tidak menunjukkan kemiripan aktivitas 
dengan ligan alami. Mekanisme kerja ligan ini terhadap HER2 adalah sebagai 
antagonis HER2. Ikatan ligan dengan receptor HER2 mencegah aktivasi 
tirosin kinase intraseluler sehingga mencegah terjadinya transkripsi.8 Hasil 
interaksi lunasin dengan HER2 (Gambar 3), menunjukkan ada ikatan lunasin 
dengan HER2, namun ikatan ini tidak terdapat pada sisi aktif, sehingga tidak 
menunjukkan aktivitas penghambatan tirosin kinase dan tidak bekerja sebagai 
antagonis HER2.  
Active site EGFR menurut data RSCB (https://www.rcsb.org/) adalah 
pada posisi 743, 745, 766, 775, 776, 777, 788, 790, 791, 793, 797, 799, 800, 
803, 832, 833, 834, 836, 844, 854, 855, 856, 860, 913, sedangkan data ncbi 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) menunjukkan ligand binding site EGFR 
pada posisi 718-723, 745, 791-841, 842, 855, 876-880, 885, 889-968. Hasil 
pada Tabel 1 menunjukkan bahwa semua ligan mempunyai sisi aktif 
pengikatan dengan EGFR. Lunasin mempunyai 3 sisi aktif pengikatan yaitu 
pada posisi Arg 803, Arg 841 dan Lys 913. Caroten, coumesterol, daidzein, 
genistein dan phytoalexin mempunyai ikatan pada sisi aktif Gln 791. Ikatan 
lunasin dengan EGFR juga terlihat pada gambar 4. Mekanisme kerja ligan 
terhadap EGFR adalah dengan penghambatan EGFR sehingga menghambat 
aktivitas tirosin kinase.9  
 
Uji in vitro (uji sitotoksik) 
Hasil persentase sel MCF-7 yang hidup dengan metode MTT dengan 
berbagai tingkat konsentrasi ekstrak kacang kedelai dapat dilihat pada gambar 2. 
Pada sel MCF-7, kurva menunjukkan bahwa perlakuan ekstrak kedelai dengan 
kandungan luasin dan 5-FU terhadap sel MCF-7 dapat menginduksi kematian sel. 
Hal ini dibuktikan dengan persentase sel MCF-7 berkurang selaras dengan 
bertambahnya konsentrasi ekstrak kedelai maupun 5-FU. Korelasi atau hubungan 
antara konsentrasi ekstrak kedelai yang diberikan dengan persentase sel MCF-7 
hidup adalah adalah R2=0,9284 dan korelasi 5-FU adalah R2=0,8599. Nilai R2 yang 
mendekati 1 menunjukkan nilai yang baik dan semakin adanya hubungan antara 
kedua variabel10, sehingga adanya hubungan antara konsentrasi ekstrak kedelai dan 
5-FU (senyawa uji) dengan persentase penurunan sel MCF-7 yang hidup. Semakin 
besar konsentrasi senyawa uji yang diberikan  pada sel MCF-7, semakin kecil pula 
persentase sel MCF-7 yang hidup.11 
Besar aktivitas sitotoksik suatu senyawa dapat dilihat dari nilai CC50 yang 
didapatkan dengan menggunakan persamaan garis linier dari kurva, yaitu y=-
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0,1852x + 69,06 untuk ET-Lun dan y=-0,0547 + 65,311 untuk FU (Gambar 1). 
Harga CC50 diperoleh dari variabel x dengan cara memasukkan nilai 50 (nilai 
standar diambil dari penghambatan sebesar 50%) ke variabel y di dalam persamaan 
garis lurus kedua senyawa uji sehingga didapatkan CC50 dari ekstrak kedelai yaitu 
103 µg/mL dan CC50 5-FU adalah 280 µg/mL. 
Berdasarkan hasil uji sitotoksik ET-Lun dan 5-FU menunjukkan bahwa 
aktivitas sitotoksik ekstrak kacang kedelai pada sel MCF-7 lebih besar hampir tiga 
kalinya dari 5-FU. Penelitian yang dilakukan oleh Dia, dkk.12 menunjukkan bahwa 
konsentrasi 1-100 µM lunasin yang diekstrak dari kedelai bersifat sitotoksik bagi 
sel kanker kolorektal HT-29 dengan cara menginduksi apoptosis dan menginduksi 
pengistirahatan siklus sel pada fase G2/M dengan meningkatkan ekspresi p21. Pada 
sel MCF-7, ekstrak kacang kedelai juga bersifat sitotoksik dengan cara 
menginduksi produksi reactive oxygen species (ROS) untuk fragmentasi DNA, 
meningkatkan regulasi p53/p21, menginduksi pengistirahatan siklus sel pada fase 
G1/S, dan mengaktivasi caspases 9/3.13 5-FU yang digunakan sebagai kontrol 
positif pada sel MCF-7 tidak bersifat sitotoksik bagi sel dilihat dari rentang 
konsentrasi yang digunakan belum dapat menghambat setengah dari populasi sel 


















BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 
 
KESIMPULAN 
Hasil in silico menunjukkan Lunasin dan Genistein mempunyai aktifitas yang lebih 
baik terhadap ESR1 dan ESR2, Coumesterol memiliki aktifitas terbaik terhadap 
HER2 tetapi lunasin tidak memiliki afinitas, sedangkan untuk EGFR, afinitas 
terbaik ditunjukkan oleh Lunasin. Uji in vitro menunjukkan bahwa ET-Lun bersifat 
sitotoksik terhadap sel kanker payudara dengan nilai CC50 103 µg/mL. 
SARAN 






















BAB 6. LUARAN YANG DICAPAI 
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BAB VII. RENCANA TINDAK LANJUT DAN PROYEKSI HILIRISASI 
 
 
Hasil Penelitian Penelitian yang dilakuakn merupakan penelitian 
pengembangan tanaman obat untuk dijadikan sediaan 
fitofarmaka. Penelitian yang telah dilakukan termasuk 
inovasi produk sediaan farmasi yaitu berupa sediaan 
tertarget senyawa aktif Lunasin, untuk dijadikan alternatif 
pengobatan herbal terstandar/ fitofarmaka sebagai 
antikanker. Hasil secara in vitro dan in silico menunjukkan 
aktifitas sebagai antikanker payudara. Untuk itu perlu riset 
lanjutan untuk mengetahui aktivitas ET-Lun secara in vivo 





Rencana tindak lanjut yang akan dilakukan oleh penelitian 
setelah penelitian ini selesai adalah melanjutkan penelitian 
secara in vivo pada hewan coba dengan kanker payudara dan 
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ABSTRACT 
Background / Objective: Breast cancer is the most common type of cancer in Indonesia, as 
well as in the world. Nowadays, the study of medicinal plants as anticancer becoming 
popular. To prepare anticancer medicines from natural resources, cytotoxic compounds 
assay, and screening active compounds which have a pharmacological effect is necessary. 
The aim of this study was to investigate the anti-breast cancer of soybean extract with 
targeted lunasin (ET-Lun) in vitro and to dock different ligands of its constituents to target 
protein of ESR1, ESR2, HER2 and EGFFR as molecular biomarkers in breast cancer. 
Method: In vitro assay, the extract cytotoxic activity was observed using the MTT 3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide test against MCF-7 breast cancer 
cells. In silico testing was using the Autodock Vina program. The active compounds in the 
soybeans are genistein, daidzein, coumestrol, carotene, phytoalexin, and lunasin as 
ligands, were being binding to the ERS1, ESR2, HER2 and EGFR as a cancer protein target. 
Result: In vitro studies showed that ET-Lun was cytotoxic against breast cancer cells with 
a CC50 value of 103 µg / mL. In silico studies showed that all the active compound from 
the soybean had activity to ESR1, ESR2, and EGFR. Lunasin and Genistein had better 
activity to ESR1, ESR2, and EGFR. Daidzein and Genistein had the best activity to HER2 
while lunasin has no activity to HER2. Conclusion: These results indicate that the ET-Lun 
has anti-breast cancer activity in vitro assay. In silico assay showed that all the active 
compounds from the soybean seed had activity as anti-breast cancer by agonis ESR2 and 
inhibiting ESR1, HER2, and EGFR except Lunasin has not activity to HER2. 




Breast cancer (BC) is the most common malignancy occured in women worlwide.1 In 2018, 
Globocan data shown the prevelance of BC was 11.6 %.2 Breast cancer is also one of the 
most frequent cancers in Indonesia, especially in developing country.3,4 According to the 
Riskesdas in 2018, breast cancer prevalent were increased from 1.4% in 2013 to 1.8% in 
2018.5 
Cancer therapy is still developing, one way is by explorating of a natural compound as 
sources of therapy to reduce side effects which may become undesirable outcome due to 
chemotherapy. One of the medicinal plants that activity is being developed as an 
anticancer drug is soybeans (Glycine max (L.) Merr.). The soybean (U.S.) or soya bean (UK) 
(Glycine max) is a species of legume native to East Asia, widely grown for its edible bean 
which has numerous uses.6 Consumption of soy products has been known to decrease 
mortality and insidence of breast cancer7, prostate cancer8, colon cancer9, and lung 
cancer10,11. The active compounds in soybeans were isoflavonoids (genistein, daidzein and 
glycitein), Bowman-Birk protease inhibitor, Kunitz trypsin inhibitor, sitosterol, saponin, 
lectins and lunasin.11,12,13 Isoflavon were compound of flavonoid in soybeans has known as 
strong antioxidant.14,15 Soybean has many advantages to health which may obtained from 
isoflavonoid. While many researchs has been extended to understand anti-cancer potential 
effect of isoflavonoid, not all anti-cancer effect related to soybean consumption were from 
isoflavonoids.11 Recent study shown that significant anti-cancer compound in soybean was 
a bioactive peptide lunasin.13,16 
Lunasin is a peptide, consist of 44 amino acids,17 which have anti-cancer11,18 , antioxidant 
and anti-inflammatory activity19. Galves, et all20 proved that lunasin can inhibit the mitosis 
of MCF-7 cancer cells, murine hepatoma (Hepa 1c1c7) and embryonic fibroblast murine cells 
(C3H 10T1/2), causing cell death by binding chromatin in the kinetochore area in the 
centromere and blocking microtubule attachment. Lunasin can also increase apoptosis by 
inducing PTEN and inhibiting caspase-3 in vitro and in vivo.21 Lunasin inhibit metastasis 
by inhibiting migration, invasion, and expression of matrix metalloproteinases (MMP)-2 
and MMP-9.22 
The problem were, the price of commercial Lunasin was very expensive because of the 
high cost of lunasin synthesis and the lack of a methods to obtain pure lunasin weight from 
plant sources, involving time-consuming analytical instruments.23,24,25 The concentration of 
Lunasin may be influenced by cultivar, environmental factors, in particular temperature 
and conditions during processing.26 To overcome these problems, the soybean extract with 
targeted Lunasin (ET-Lun) was made. This extraction method was obtained from modified 
research by Vuyyuri, et al11 and Serra, et al25. ET-Lun was extraction lunasin from soybean 
seed which has been undergoing fat removal, followed by PBS extraction under pH of 7.4. 
The content of lunasin in extract was 0.86 mg/g extract of soybean.27  
Several studies related to ET-Lun activity were; ET-Lun could reduce express of COX-2 at 
a dose of 150 mg/kg BW and 200 mg/kg BW of mice (p <0.05) and decreased iNOS 
expression at a dose of 150 mg/kg BW of mice.28 Other studies have shown that ET-Lun can 
inhibit Goblet cell counts and micro blood density,29 inhibiting colon cancer by increasing 
apoptosis at a dose of 150 mg/kg BW in mice and reducing dysplasia at a dose of 200 mg/kg 
BW mice.30. The purpose of this study was to analyze the anti-breast cancer activity of ET-
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Lun in silico to Estrogen Receptor (ER), Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 
(HER2), and HER3/ EGFR and in vitro studies to determine the CC50 value of ET-Lun. 
Estrogen Receptor (ER), Progesterone receptor (PR) and Human Epidermal Growth Factor 
Receptor-2 (HER2), and HER3/ EGFR status examinations required to achieve precise 
therapy.31 Moreover, ER, PR and HER2 are specific predictions and prognostic molecular 
biomarkers in breast cancer patients. Overexpressed Estrogen receptor categorized as 
estrogen receptor-positive (ER+). The ER+ enhanced breast cancer growth and 
proliferations. ER+ expression occurred in 70 % of breast cancer cases. The HER2 
overexpression occurred in 20-30 % breast cancer patients.32, while HER2 overexpression 
may be related to poor prognostic with aggressive growth and high-risk of metastasis.33 
Beside it, EGFR over-expression /triple-negative breast cancer is an aggressive subtype of 
breast cancer and generally has a poor clinical prognosis.34 
HER2 and HER3 /EGFR are important regulators of normal cellular processes, but their 
dysregulation is due to gene amplification, leading to overexpression of proteins, and/or 
activation of mutations that lead to cancer development. ErbB plays an important role in 
breast and cancer morphogenesis. On the members of HER family, the receptors known as 
HER2 and EGFR are often overexpressed in a variety of cancers, including breast cancer, 
which is currently targeted by anticancer drugs.35 
The initial step for design and develop novel anti-cancer drugs were in silico study.36 This 
has become methods to improved better efficiency for compound activity optimization 
which widely used in novel drug discovery. The in silico study give advantage to predict 
and hypothesize that leading to improvement of novel therapy and drugs discovery. An 
examples of in silico study is docking the candidate molecules of drug compound to 
targetted receptors. Docking is an effort to tune interactions between ligand which a small 
molecule to receptor which usually a larger protein.37 In this research, active compound of 
soybean will be analyzed to Estrogen Receptor (ER), Human Epidermal Growth Factor 
Receptor-2 (HER2) and Human Epidermal Growth Factor Receptor-3 (HER3)/ EGFR using 
AutoDock vina Tools, while in vitro assay were evaluated cytotoxic ET-Lun to the MCF-7 
cancer cell lines using MTT assay. 
Materials and Methods 
Plant material collection, identification and extraction  
Soybean seeds (Glycine max (L.) Merr) of Grobogan variety was purchased and identified 
from Indonesian Legumens and Tubers Crops Research Institude, (Balitkabi) Malang, East 
Java. The extraction process was begun with removing oil of soybean seed by pressing of 
seeds at 100-150 atm for 30 minutes at a temperature of 120°F (48.89°C). Then, it was 
blended to get a powder. Soybean powder was macerated using PBS (Phosphate Buffer 
Saline) solvent at pH 7,4 by volume as much as 5 times of weight of the powder for 60 
minutes. The filtrat was evaporated using a vacuum rotary evaporator until thick extract 
was obtained.  
Physicochemical evaluation 
Preliminary phytochemical screening 
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Preliminary phytochemical screening of ET-Lun was performed on various 
phytoconstituents such as alkaloids, saponins, tannins, phenolics, flavonoids, 
triterpenoids, steroids and glycosides, using various reagents.38,39 
Quantitative estimation of phytochemicals 
The phytochemicals present in extract were quantified for total total flavonoid content by 
aluminum chloride method, and protein content examination used the Kjeldahl method. 
Examination of the total plate count (ALT) microbial contamination and mold rate used 
the direct inoculation method. Examination of heavy metal contamination used the Atomic 
Absorption Spectrophotometer (AAS) method. 
In vitro/ Cytotoxicity Assay 
Cytotoxicity assay was performed using a 96-well microplate. The step was started by seed 
100 µL of MCF7 cell suspension to each well of tissue culture vessel and incubated 24 hours 
under standard culture conditions (5 % CO2, 37 ºC). The medium was removed afterward 
through well plates invention. The assay was then continued by adding 100 µL of assay 
solution to each well with various concentrations in triplicate, followed by 24 hours 
incubation under standard culture conditions (5 % CO2, 37 ºC). The medium was then 
removed and replaced by of 100 µL of MTT reagent to each well and continued by 4 hours 
incubation under standard culture conditions (5 % CO2, 37 ºC). Lastly, the solution were 
removed and replaced by 100 µL of DMSO to each well to dilute the formazan crystal. The 
assay was conduct by measured the absorbance in 630 nm using ELISA plate reader.37,40 
In silico assay 
Docking was performed using Autodock Vina software by performing ligand and protein 
preparation. The ligands that will be evaluated were lunasin, carotene, coumestrol, 
daidzein, genistein, and phytoalexin; which were active compounds found in soybean 
plants. The ligands were made in 2D and 3D structure. The 2D ligand structure was 
obtained from the PubChem / chem spider site/ Chemsketch,41 while for the lunasin the 2D 
structure was obtained from the Swiss Model. To get a 3D format was by Marvin's sketch. 
ER protein preparation; ESR1 (5T92), ESR2 (1X7B), HER2 (5MY6) and EGFR (1XKK), as 
macromolecules were obtained from https://www.rcsb.org/ and 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov. After obtaining the 3D structure of the ligands and 
receptors, then docking was performed. The output of docking was in the form of a ligand 
pose on the active side and its affinity score. The docking results were ligand poses in active 
sites and affinity scores. Analysis of ligand docking was performed to residues that interact 
with the ligand, Gibbs binding free energy parameter (ΔG), structure conformation, 
affinity and hydrogen bonds between ligand (lunasin) and receptor (ER, HER2, and EGFR). 
Results  
Plant material collection, identification and extraction  
Soybean plant certification was issued by the Indonesian Legumens and Tubers Crops 
Research Institute, (Balitkabi) Malang, East Java. The variety of soybean seed was 





The standardization of the extract obtained was a water value of 29.82%, ash value of 2.75% 
and the percentage of extraction yield was 12.34%. Phytochemical screening found that 
soybean extracts contained flavonoids, alkaloids, saponins, triterpenoids, and glycosides. 
Detailed information regarding phytochemical evaluation was shown in the Table 1. 
Table 1: Physicochemical standard value and Phythochemicals Evaluation 




Total Flavonoids  
Heavy metal contamination 
    Pb 
    Cd 
Microbial contamination 
    ALT 

















Table 2: Preliminary Phytochemical Investigation of ET-Lun 

















where : (+) = Present ; (-) = Absent 
 
Cytotoxicity Assay 
This study was in vitro experiment to the observed the impact of ET-Lun treatment 
compared to 5-Fluorouracil (5-FU) as control positive, and negative control to MCF7 cancer 
cell lines. Cytotoxicity assay was performed to determined optimal concentration to 
inhibits 50% of MCF7 cell population or cytotoxicity concentrations (CC50) between ET-
Lun and 5-FU. From this experiment, ranges of toxic effect concentrations from compound 
to the cancer cell were determined. The concentrations of soybean extract and 5-FU were 
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between 250-0.9 µg/mL in 24 hours. The curve showed that ET-Lun treatment to MCF7 
breast cancer cell culture may induce cell deaths. The effect was observed with parallel 
decrease to amount of concentrations between both compounds to viable cells of MCF7. 
However, 5-FU were not responded 50 % of cell deaths. (Figure 1)   
    
                       (a)                                  (b) 
Figure 1 (a). Standard curves of citotoxicity assay of soybean extract and 5-FU (b). 
Gradual concentration of 5-FU to MCF7 cell shown CC50 concentration were 280 
µg/mL. 
 
In silico Assay 
In this study, observed parameters were Gibss free energy (ΔG binding), hydrogen bonds, 
amino acid residues, and ligand structure conformation (lunasin, genistein, daidzein, 
coumestrol, carotene, and phytoalexin) to correspond receptors (ER, HER2, and EGFR). 
The stability and non-covalent interaction in ligand-receptor complexes were shown by 
free energy released during the interaction of ligand complexes formation. Docking results 
based on Gibbs free energy, (ΔG), inhibition constant and hydrogen bond were shown in 
Table 3, 4, 5 and 6. 
Table 3. Gibbs Free Energy (ΔG), Inhibition constant, and Hydrogen bonds and amino 
acid residues of ligans to ESR1 receptor (5T92) 









H acceptor/ H donor (amino acid 
residues) 
Lunasin  -5,0005 12,426 14 Asp 321, Phe 367, Asp 369, Asp 369, Asp 
369, Leu 370, Thr 371, Gln 375, Glu 397, 
Glu 443, Ala 307, Leu 308, Ile 326, Lys 362 
Carotene -6,8835 3,908 - - 
Coumesterol -8,0939 7,093 1 Glu 353 
Dadzein -8,8523 5,753 2 Leu 370, Lys 362 
Genistein -9,4439 4,293 1 Asp 321 
Phytoalexin  -6,7596 5,954 1 Thr 347 
 


























Lunasin Soybean Extract 
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In table 3 shows that all the ligands have a bond affinity with ESR1 (ΔG <0). Lunasin and 
Genistein have better activity toward ESR1. Lunasin has the highest affinity value, which 
was 12.426 and has more hydrogen bonds and amino acid residues. Genistein also has 
good activity to ESR1 because it has the lowest on Gibbs free energy (-9.5476 kcal/mol).  
Table 4. Gibbs Free Energy (ΔG), Inhibition constant, and Hydrogen bonds and amino 
acid residues of ligans to ESR2 (1X7B) 









H acceptor/ H donor (amino acid 
residues) 
Lunasin  -2,8762 13,376 14 Ser 283, Ser 286, Ser 286, Asp 303, Asp 303, 
Asp 489, Asp 489, Thr 613, Ala 287, Lys 
300, Lys 300, Lys 304, Lys 605, Lys 605 
Carotene -6,0757 3,040 - - 
Coumesterol -8,4775 4,377 2 Asp 489, Lys 300 
Dadzein -8,5833 4,695 1 Asn 496 
Genistein -10,4002 9,246 2 Glu 389, Ser 423 
Phytoalexin  -6,7754 3,606 - - 
 
Table 4 describe all the ligands have an affinity for ESR2 (ΔG <0). The greatest affinity was 
seen for Lunasin (pKI = 13,376). Genistein also has activity to ESR2 because it has the lowest 
ΔG (-10,4002 kcal/mol). 
Table 5. Gibbs Free Energy (ΔG), Inhibition constant, and Hydrogen bonds and amino 
acid residues of ligans to HER2 (5MY6) 









H acceptor/ H donor (amino acid 
residues) 
Lunasin  2,7079 5,838 7 Gln 362, Gln 362, Asn 388, Gln 398, Gln 
398, Glu 401, Glu 401 
Carotene -6,2611 7,703 - - 
Coumesterol -6,1025 8,466 - - 
Dadzein -7,3067 7,823 2 Thr 68, Thr 68 
Genistein -6,3292 8,979 1 Lys 368 
Phytoalexin  - - - - 
Table 5 explains that Daidzein has the best activity to HER2 because it has the lowest ΔG 
(-7.3067 kcal/mol), while lunasin has no affinity because Gibbs free energy is greater than 
0.  
Table 6. Gibbs Free Energy (ΔG), Inhibition constant, and Hydrogen bonds and amino 
acid residues of ligans to EGFR (1XKK) 









H acceptor/ H donor (amino acid 
residues) 
Lunasin  -3,1974 25,183 14 Glu 709, Glu 709, Glu 749, Leu 782, 
Ser 784, Ser 784, Glu 709, Arg 803, 
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Arg 841, Val 876, Val 876, Lys 913, 
Lys 913, Lys 913 
Carotene -8,3510 12,139 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 846, 
Lys 852 
Coumesterol -9,7183 14,323 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 846, 
Lys 852 
Dadzein -9,2115 13,109 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 846, 
Lys 852 
Genistein -10,4368 12,695 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 846, 
Lys 852 
Phytoalexin  -8,0671 11,828 5 Gln 791, Gln 791, Lys 846, Lys 846, 
Lys 852 
 
Table 6 shows that Lunasin gives the greatest affinity for EGFR (pKi = 25.183), while 
Genistein also gives a good affinity for EGFR because it has the smallest Gibbs free energy 
(-10.4368). 
Discussion 
Authentication and standardization are prerequisite steps while considering source 
materials for herbal formulation in any system of medicine. The standardisation of medical 
plant is necessary to ensure the effectiveness, safety, stability, and quality of 
phytoconstituents in medical plant.4 The soybean plant is one of the plants whose activity 
is being developed as a medical plant.12 In this study, the extraction of soybean seed 
powder followed the previous research procedure.28,30 
The variation of natural product composition in extract might synergize pharmacological 
effects so that the characterization of the extract is needed for quality assurance.4 Table 1 
and 2 explain the parameters of standardisation. The water value is needed to maintain the 
stability of the extract. The results of this studies showed that the air value of thick extract 
was 29,82%. This result was in accordance with the requirements for thick extract content, 
5-30%.42 Then, the ash value was 2,75%. The determination of the ash value is an indication 
of certain medicinal plant species because each plant has specific remains. In additions, the 
results of microbial contamination and heavy metal contamination are in accordance with 
the requirements and safety to be used.  
Quantitative determination of protein and flavonoid levels is carried out to see the levels 
of chemical compounds that are responsible for pharmacological activity. Lunasin is a 
peptide/protein and Genistein and daidzein are a class of flavonoids. Several studies 
proved the pharmacological activity of these compounds.21,43 The result showed the total 
flavonoids value was 6,76 mg/g and Protein value was 15,40%. Beside it, The resuts of 
phytochemical screening showed that the extract contained flavonoids, alkaloids, 
saponins, terpenoids, and glycosides (table 2).  
The resuts of in vitro assay shown of the percentage of MCF7 viable cells using MTT with 
a gradual concentration of ET-Lun were shown in figure 1. In MCF7, the curves showed 
that ET-Lun and 5-FU towards MCF-7 induced cell deaths. This was demonstrated with 
MCF-7 cell percentage were not parallel with increase concentration of either extract or 5-
FU. The correlation between soybean extract concentration treatment to the percentage of 
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viable MCF-7 cells was induced by cell deaths. This was R2=0,9284 while 5-FU was 
R2=0,8599. The R2 value that approach 1 shown good value and relations between two 
variables44, therefore relations between soybean extract and 5-FU (assay compound) 
percentage shown a decrease in viable MCF-7. The greater compound test concentration, 
then the MCF7 viable cells percentage were smaller.45  
Cytotoxicity of compounds may be observed from CC50 using linear regression equation 
of curves, that is y=-0,1852x + 69,06 for ET-Lun and y=-0,0547 + 65,311 for FU (Figure 1). 
The CC50 was obtained from x variables by put 50 (standard value were collected from 
50% inhibition concentration) to the variable y in regression equation of both compound 
thus CC50 were obtained from soybean extract were 103 µg/mL and 280 µg/mL for 5-FU. 
Based on the cytotoxic assay, a soybean extract compound was found to has three times 
cytotoxic activity compared to the 5-FU. Research conducted by Dia et al.,46, showing a 
concentration range of 1-100 µM of Lunasin from soybean extract were cytotoxic towards 
HT-29 cells by induced apoptosis and induced cell cycle arrest on G2/M phase by 
increasing p21 expression. Lunasin was also cytotoxic in MCF7 by induced ROS for DNA 
fragmentation, increase p53/p21 regulations, induced cell cycle arrest to G1/S phase and 
activated caspase 9/3.47 5-FU that was applied as a positive control on MCF-7 were not 
cytotoxic to the cell as a range of concentration were unable to reduced half of MCF-7 cell 
population thus need to used other positive control as tamoxifen.48 
High throughput Screening (HTS) or Virtual High-throughput Screening (vHTS) has been 
applied to accelerate efficiency in drug development and discovery.36,41 One approach of 
vHTS was using in silico study to determine ligand affinity toward corresponding 
proteins.49 In silico study has become applied methods to initiate novel drug discovery and 
increase efficiency in compound activity optimization. The advantages of in silico study 
are determinate, hypothesize, and deliver novel drugs or advances towards therapy and 
treatment. One approach of in silico is by docking the candidate molecule to targetted 
receptors. Docking is an effort to tune ligand which is a small molecule to proteins receptor 
which is greater protein.36,49 
Molecular docking may predict molecule orientation from molecules to other molecules 
while bind to form a stable complex and methods for exploring optimal ligand position to 
the active site of target proteins (receptor). The scoring function was predicted interaction 
affinity between macromolecule (receptor) to ligands. Lower Gibbs free energy (ΔG)  will 
increase binding stability. 
In this studies the results showed that Lunasin and Genistein had the best activity to ESR1, 
ESR2, and EGFR because they had the lowest Gibbs free energy and the largest inhibition 
constant. On the other hand, the best activity to HER2 was shown by Daidzein and 
Genistein. The ligand affinity for the receptor was determined by the ΔG and pKi values. 
The more negative of Gibbs free energy and the greater of the pKi indicates the higher 
ligand affinity.50 Analysis of bond Gibbs free energy (ΔG) and affinity (pKi) relates to 
binding affinity. Binding affinity is a measure of the drug's ability to bind to the receptor. 
The value of ΔG < 0 was indicates that the ligand has not an affinity for the active site of 
the receptor. 
Beside ΔG and inhibition constant to predict the affinity of complexes binding between 
receptor and ligand formations, other parameters were hydrogen bonds and hydrophobic 
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contact. Hydrogen bonds were intermolecular or intramolecular forces that occurred in 
between atom with high electronegative with hydrogen atom that covalently binds to an 
electronegative atom. The results showed that lunasin had the most hydrogen bonds with 
amino acid residues to ESR1, ESR2, and EGFR (Table 3,4,6). The more hydrogen bonds 
indicated the best ligand-receptor interactions. 
Hydrogen bonding is an electrostatic interaction between a weak acid donor group and 
the receptor atom with the formation of a lone pair. This hydrogen bond is formed between 
fellow molecules in a polypeptide (intermolecular) or between polypeptide molecules and 
water. The internal hydrogen bonds are arranged in a way that allows all hydrogen bonds 
to be formed. Hydrogen bonds are the main bonds that maintain protein stability.51  
The ligands with amino acid residues and hydrogen bonds that are sama to natural ligands 
show similar types of interactions and illustrating similar activities.52 The results of 
literature study explain that the active site ESR1 according to RSCB data 
(https://www.rcsb.org/) is at positions 347, 350, 353, 384, 387, 388, 394, 404, 421, 424, 524 
and 525, whereas NCBI data (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) shows the ESR1 ligand-
binding site at positions 346, 351, 353, 387, 394, 521, 524 and active site at positions 309-546. 
Table 3 showed all ligands had a bond on the active site of the receptor, which was at 
position 309-546, except for Daidzein which was bound at the Lys 362 position. 
Active site ESR2 according to RSCB data (https://www.rcsb.org/) is at positions 295, 298, 
305, 339, 340, 343, 346, 378, 475, 476, while the NCBI data (https: // www .ncbi.nlm.nih.gov 
/) shows the ligand-binding site ESR2 at positions 298, 303, 305, 339, 346, 473, 476. In table 
4 showed Lunasin has active  site to receptor ESR2 at position Asp 303. Other ligans 
showed there were no ligan bind to active site of ESR2. Furthermore, the HER2 active site 
according to RSCB data (https://www.rcsb.org/) is at positions 187, 188, 192, 193, 194, 195, 
252, 259, 404, 405 , 429, 459, and the NCBI data (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) shows the 
HER2 ligand binding site at positions 726, 727, 729, 734, 751, 753, 774, 798, 799, 801 , 849, 
850, 852, 863, 720-976. In Table 5 explained there are no ligands that bind to the active site 
of the HER2 receptor. It was mean, they ddi not show similar activity to natural ligands. 
In addition, the active site of EGFR based on RSCB data (https://www.rcsb.org/) is at 
positions 743, 745, 766, 775, 776, 777, 788, 790, 791, 793, 797, 799, 800, 803, 832, 833, 834, 836, 
844, 854, 855, 856, 860, 913, and the NCBI data (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) shows the 
ligand-binding site EGFR on positions 718-723, 745, 791-841, 842, 855, 876-880, 885, 889-968. 
Based on table 6 showed all the ligands have an active side to bind with EGFR. Lunasin 
has 3 active binding sites at positions Arg 803, Arg 841, and Lys 913. Carotene, coumestrol, 
daidzein, genistein, and phytoalexin have bonds on the active side of Gln 791.   
Conclusions 
These results indicate that the ET-Lun has anti-breast cancer activity in vitro assay. In 
insilico assay showed that all the active compound from the soybean seed had activity as 
anti-breast cancer by inhibiting ESR1, HER2 and EGFR, and agonist of ESR2,  except 
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